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LES CELLULES ENDOTHÉLIALES CIRCULANTES : 
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AUX CARDIOPATHIES CONGÉNITALES
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Les cardiopathies congénitales (CC) se compliquent parfois d’une 
hypertension artérielle pulmonaire (HTP) dont la réversibilité est 
dif cile à prévoir. L’étude des biopsies pulmonaires de patients 
atteint d’HTP irréversible secondaire à une CC nous a récemment 
permis d’observer un remodelage vasculaire important associé à 
une inhibition de l’apoptose, attribuée à la surexpression de 
Bcl2 dans les cellules endothéliales. L’objectif de cette étude 
est de quanti er les biomarqueurs non invasifs de remodelage 
vasculaire que sont les cellules endothéliales circulantes (CEC) 
ainsi que les cellules progénitrices au cours des HTP.
Les CEC isolées par immunoséparation magnétique ainsi que 
les cellules progénitrices circulantes (CPC) CD34+CD133+ ont 
été quanti ées dans la veine périphérique, l’artère et la veine 
pulmonaire de 26 patients avec CC présentant une HTP réversible 
(n = 16, âge médian 2 ans) ou irréversible (n = 10, âge médian 
9 ans) versus cinq patients contrôles. La biopsie chirurgicale 
pulmonaire a été réalisée chez 19 patients.
Comme précédemment observé, un remodelage vasculaire 
a été observé chez les patients atteints d’HTP irréversible 
contrairement aux patients avec une HTP réversible. Les nombres 
de CEC et de CPC étaient identiques dans les prélèvements 
des trois territoires. Le nombre de CEC était signi cativement 
supérieur chez les patients atteints d’HTP irréversible (médiane 
57 CEC/ml) contrairement aux patients réversibles et aux 
contrôles (médiane 3 CEC/ml dans deux groupes, p < 0.0001 
et p = 0.0005 respectivement). En revanche, les taux de CPC 
(médiane : 84, 64 et 44 CPC/105 lymphocytes, respectivement 
dans les trois groupes) ne diffèrent pas entre les 2 groupes de 
patients et les contrôles.
Les HTP associées aux CC, qui présentent un remodelage 
vasculaire pulmonaire important, sont donc associées à une 
augmentation signi cative des cellules endothéliales circulantes. 
Notre étude suggère que les CEC pourraient représenter un outil 
diagnostique et participer ainsi à la décision thérapeutique chez 
les patients atteints d’HTP dans le cadre des CC.
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LA VE-STATINE (EGFL7) EST UN RÉGULATEUR 
NÉGATIF DU POTENTIEL ANGIOGÉNIQUE DES 
PROGÉNITEURS ENDOTHÉLIAUX
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Les progéniteurs endothéliaux circulants (PEC) possèdent des 
propriétés angiogéniques et la modulation de leur nombre et 
de leurs fonctions représente un axe de recherche en thérapie 
cellulaire des pathologies ischémiques.
La VE-statine (Eg 7) est une protéine de découverte récente 
d’expression principalement endothéliale, et régulant la 
tubulogenèse, l’élastogenèse, l’intégrité vasculaire et la migration 
des cellules musculaires lisses. Toutefois, son rôle dans la 
vasculogenèse post-natale n’est pas parfaitement élucidé.
Nous avons étudié le rôle de la VE-statine dans la biologie des 
PEC tardifs isolés à partir de sang adulte et de sang de cordon. 
Les modèles classiques d’angiogenèse in vitro (formation de 
pseudo-tubes en matrigel, test de prolifération au pNPP et test 
de migration par scratch test) et in vivo (modèle d’implant de 
matrigel sous cutané chez la souris C57/Bl6) ont été utilisés. 
La VE-statine a été produite en milieu conditionné ( broblastes 
3T3 transfectés avec la construction plasmidique pVE-statine-
HA). L’inhibition de l’expression de la VE-statine dans les PEC a 
été réalisée par l’utilisation de siRNA par lipofection avec le kit 
Primefect (LONZA®).
Nos résultats montrent que le milieu conditionné contenant la 
VE-statine inhibe la différenciation des PEC tardifs de 95 %, leur 
prolifération de 96 % et leur migration après blessure de 34 %. 
Inversement, l’inhibition de 90 % de l‘expression du gène de la 
VE-statine avec un siRNA entraîne une augmentation de leur 
différenciation, prolifération et migration. L’ajout de VE-statine 
au basic Fibrobast Growth Factor dans un modèle pré-clinique 
d’implant de matrigel sous cutané chez la souris, induit une 
inhibition importante de la vascularisation des implants.
Ces résultats suggèrent que la VE-statine est un régulateur négatif 
des propriétés des PEC et son inhibition pourrait être une cible 
pour augmenter l’expansion et le potentiel angiogénique des PEC.
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Recent evidence links the Wnt/frizzled pathway to proper 
vascular growth but the molecular players are still unknown. 
Recently, we evidenced that frizzled7 (Fzd7) interacted with a 
Wnt pathway modulator sFRP1 and was involved on endothelial 
cell morphogenesis. Here, we investigated whether Fzd7 may 
be involved in vessel formation. Knocking down (KD) of Fzd7 by 
injecting morpholino oligonucleotides impaired intersomitic 
endothelial cells migration in zebra sh embryo. Phenotypes were 
rescued by the injection of Fzd7 mRNA. To elucidate a role of 
Fzd7 in vascular formation, we set up a model of vessel formation 
using a murine embryonic stem (ES) cell model. Embryoid bodies 
(EBs) differentiating under VEGF induction in vitro were stained 
for CD31 to visualize the formation of vascular structures. We 
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showed that Fzd7 expression was modulated during the kinetic of 
EB differentiation and that Fzd7 was expressed in EC assembled in 
vascular structures. Fzd7 was highly localized in cell-cell junctions, 
colocalized with VE-cadherin and beta catenin-positive junctions.
In order to analyze the role of Fzd7 in endothelial cell function, 
effect of Fzd7 knock down by small interfering RNAs was investigated 
in human umbilical vein endothelial cells (HUVEC). KD of Fzd7 
had no effect on cell proliferation whereas a strong inhibition 
of HUVEC migration and tube formation was observed. Indeed, 
Fzd7 siRNA decreased cell migration to 59±17 % (n=3, p<0.0001) 
compared to control siRNA in transwell assay. We also found that 
HUVEC transfected with control siRNA form well-connected tubular 
structures in Matrigel assay after 18h, whereas Fzd7 siRNA treated 
HUVEC showed a strong delay in tubular structures formation (43±5 
tubes/ eld in control vs 15±7 in Fzd7 siRNA, p<0.0001).
This  nding suggests that Fzd7 may play a crucial role during 
vascular formation. Fzd7 is essential for zebra sh vascular 
development in vivo and regulates endothelial cells functions 
involved in angiogenesis in vitro.
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A role for Wnt via the Frizzled (Fzd) cell surface receptors has 
recently emerged in vascular cell development. Among the Fzd 
members, Frizzled4 (Fzd4) was recently implicated in vessel 
formation in adult retinal vascular network. Consistent with this 
 nding, we aimed to evaluate the function of Fzd4 in adult vascular 
setting.
MicroCT and immunohistochemistry approaches revealed that 
Fzd4 deletion altered dramatically coronary and arterial network 
formations in the heart and in the kidney with a signi cant 
decrease of the arterial branching. Micro-array analysis revealed 
that in hearts of Fzd4 KO neonate mice, the primary effect of Fzd 
4 deletion was the down-regulation of the cell cycle-regulating 
transcription factor E2F1, with a decreased expression of a large 
number of E2F target genes. This observation indicated that loss of 
Fzd4 lead to cell cycle arrest.
We conducted in vitro studies to con rm the role of Fzd4 on cell cyle 
response on murine embryonic  broblasts (MEF) and endothelial 
cells (EC) isolated from KO Fzd4 vs Wt mice. Fzd4 KO reduced MEF 
and EC proliferation. Fzd4 siRNA-mediated knockdown (KD) in EC 
delayed G1 to S cell cycle entry compared to that in control EC 
(transition G1 to S at 12H, 3,5 % vs 14,5 % vs control EC). In vitro 
matrigel assay showed that Fzd4 KD reduced the differentiation of 
HUVEC to form capillary structures under VEGF A-stimulation (43±4 
in Fzd4 KD EC vs 28± 7, in control EC, P<0.005) but did not modify 
EC migration compared to control EC in a transwell migration 
assay.
These  ndings are the  rst to show that a frizzled member Fzd4 
can repress E2F1 cell cycle progression in EC independently of 
the Wnt/β catenin canonical pathway and affects deeply vascular 
formation and branching.
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Objectives — Previous data suggest that implantation of 
mesenchymal stem cells (MSCs) improves heart function after 
myocardial infarction. We investigated whether protection 
afforded by MSCs might involve a paracrine activation of the PI3 
kinase pathway in reperfused cardiomyocytes.
Method — MSCs and neonatal rat cardiomyocytes (NRCs) were 
isolated and cultured separately. NRCs (2.106) were subjected to 
5 hours of ischemia followed by 16 hours of reperfusion. At the 
time of reperfusion, NRCs (n=8-14/group) received either fresh 
medium (control group), or the following treatments: MSCs (2.105 
MSCs in fresh medium), conditioned SN (MSCs supernatant alone 
(i.e. without MSCs) obtained after 8 hours of serum deprived 
culture), [conditioned SN + LY294002] (15 microM of LY294002 a 
speci c inhibitor of PI3K), [conditioned SN + Wortmannin] (100 nM 
of wortmannin, a non speci c inhibitor of PI3K), or CsA (200 nM in 
fresh medium) a potent inhibitor of the mitochondrial permeability 
transition pore. Cell death was assessed by LDH release in NRCs 
supernatant at the end of reperfusion.
Results — As expected, LDH activity was dramatically reduced by 
CsA, averaging 4 % of control values. LDH activity was signi cantly 
reduced by MSCs alone and by conditioned SN, averaging 29 % and 
12 % of control value, respectively. Both LY294002 and wortmannin 
signi cantly attenuated conditioned SN induced protection.
Conclusion — our data suggest that MSCs can protect NRCs from 
reperfusion injury through a paracrine activation of the PI3K 
pathway.
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Background — Myocardial infarction (MI) in mice with mutations 
in the stem cell factor (SCF) receptor causes rapid heart failure. 
Implantation of mesenchymal stem cells (MSC) slows progression 
to heart failure after MI. We hypothesized that MSC engineered 
to over-express SCF would restore cardiac function better than 
unmodi ed MSC.
